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　　　Photodynamic　therapy　（PDT）　and　photodynamic　diagnosis　（PDD）　combined　with　photosen－
sitive　substances，　such　as　HpD，　to　specific　wavelenghs　in　tumors　have　long　been　studied．　However，
in　the　liver　both　cancer　and　normal　cells　collect　photosensitive　substances，　precluding　indication　of
PDT．　With　this　in　mind，　we　used　a　new　photosensitive　substance，　PH－1126，　which　is　promptly
exerted　from　normal　tissues　and　has　mild　side　effect　（skin　photosensitivity），　and　observed　its
distribution　in　experimental　rabbit　liver　tumors．
　　　The　Vx－7　cancer　cell　strain　was　used　for　the　experimental　liver　tumors．　1×105　cells　were
intoroduced　into　each　rabbit　liver．　Seven　days　later，　liver　tumors，　including　intrahepatic　metastasis，
were　prepared．　ln　this　study，　intravenous　PH－1126　（1　mg／kg）　was　given　to　rabbits　carrying　this
cancer　cell　strain　and　normal　rabbits．　Assessment　was　based　on　the　following：　（1）　time－related
comparison　of　blood　PH－1126　levels　in　both　group　of　rabbits：　（2）　comparison　of　PH－1126　distribu－
tion　between　the　tumoral　and　normal　parts　of　the　cancer－carrying　livers，　using　fluorescence
spectrum　for　measurement：　（3）　comparson　of　PH－1126　distribution　via　fluorescence　phtography
between　the　tumoral　and　normal　parts　of　the　cancer－carrying　livers．　Results　indicated　that　1）　48
hours　after　PH－1126　administration，　blood　PH－1126　levels　were　significantly　elevated　in　the　cancer
－carrying　rabbits：2）　residual　PH－1126　levels　remained　high　in　the　tumoral　part　of　the　cancer－
carrying　livers　until　48　hours　after　administration：and　3）　in　the　cancer－carrying　livers　48　hours
after　PH－1126　administration，　PH－1126　fluorescence　had　been　distinctly　differentiated　from　the
tumoral　part，　as　was　autofluorescence　in　the　normal　part．　These　findings　suggest　high　collection　of
PH－1126　in　liver　tumors，　supporting　the　benefit　of　instituting　PDT　and　PDD　within　48　hours　after
PH－1126　administration．
（1990年7月18日受付，1990年7月25日受理）
K：ey　words　l肝癌（liver　cell　carcinoma），光力学的治療（photodynamic　therapy），兎実験肝腫瘍（experimental
liver　tumor　in　rabbits），光感受性物質（photosensitizer）
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1．緒 言
　1960年Lipson1）らにより塩酸ヘマトポルフィリ
ンを酢酸と硫酸で処理したヘマトポルフィリン
（hematoporphyrin　derivative：HpD）が開発され，
腫瘍の局在診断・治療の研究が進められている．光
感受性物質と特定波長の光線の組合わせによる腫瘍
の光力学診断（photodynamic　diagnosis：PDD）・光
力学治療（photodynamic　therapy：PDT）の応用が
急速に発展してきた．光感受性色素であるHpD，ア
クリジンオレンジ2）の他，数々の色素は光照射下で
励起され，一重項酸素を産生して細胞壊死を引き起
こす3）4）．励起光としては水銀アーク燈，キセノンア
ーク燈などの光源が用いられてきたが5），近年では
安定した一定波長，任意出力が得られるレーザー光
線が用いられている6）．現在，数多くの施設で研究さ
れているHpDは，皮膚に長期間蓄積し，皮膚光感
作性などの臨床上問題となる副作用7）8）があるほ
か，さらに肝臓などの実質臓器では癌細胞だけでな
く正常細胞にも光感受性物質が集積するために
PDTは現在のところ行われていない9）10）．
　本研究で用いたPH－1126はHpDよりも腫瘍集
積性が高く，皮膚などの正常組織から早く排泄され，
皮膚光感作性などの副作用が低い新しい光感受性物
質である11）．そこで本研究では担癌兎および正常兎
におけるPH－1126の血中濃度の推移を観測した
のち，PH－1126を用いた兎実験肝腫瘍に対する
PDTの可能性を検討するために肝腫瘍部分と正常
肝細胞の分布状態を蛍光スペクトルおよび蛍光写真
として観測した．
　日本白色家兎雌の体重1．7～2．1kgを用いた．移
植腫瘍はVX－7癌細胞株を使用した12）～14）．
　この癌細胞株を細胞分離し，ジメチルスルフォキ
シド（DMSO）を添加して一80℃　で凍結保存し
た15）．この細胞を微温湯（37℃）で融解し，1200rpm／
min　5分で遠心分離，　DMSOを取り除きネンブター
ル全身麻酔下（25mg／kg／iv）に開腹した家兎の肝臓
に，1×los細胞を注入した．約7日後に肝内転移を
含む固形肝腫瘍を作成した．
　3．PH－1126血中濃度に対する実験方法
　担癌兎3匹，正常兎3匹にPH－1126を1mg／kg
耳介静脈より投与した．注入後1時間，3時間，6時
間，24時間，48時間，72時間に反対側の耳介静脈よ
り採血し，3000rpm／min，15分で遠心分離し血清
を採取した．PH－1126の血清中濃…度測定は蛍光測
定装置（日立社製650－10s）を用い405　nmの励起
にて600～720nmの蛍光スペクトルを観測し，
652．4nmの高さを計測した．検量曲線は投与前に採
血した血清にPH－1126を各濃度で混入し，蛍光ス
ペクトルを前記と同様に観測し，652．4nmのピーク
の高さにて作成した．この検量曲線に対応し，静脈
投与後の担癌兎と正常兎において長時間で血中濃度
を換算した．担癌兎と正常兎の血中濃度は二標本t
検定にて検討した．
　4．担癌肝におけるPH－1126の分布状態に関す
　　る実験方法
　前述した担癌兎にPH－1126をlmg／kg耳介静
脈より投与，その後12時間，24時間，48時間，72
時間にネンブタール麻酔下に屠殺，肝臓を摘出した
後に肝腫瘍を分割した．一片は蛍光スペクトル測定
II．材料及び方法
　1．PH－1126の特性
　本研究で使用したPH－1126（華々薬品より供与）
はフェオフォルバイト環のDリング17位の炭素の
位置にアミンをエステル結合させたものである（図
1）．PH－1126は398．8nmのソーレー帯，
490，596。8，652．4　nmのQ帯にそれぞれ吸収のピー
クを持つ．光線力学的に用いる吸収波長はHpD　628
nmに対し，　PH－1126は652．4nmと24．4nm近く
長波長域に移動している．これよりPH－1126の波
長はHpDの波長よりも組織透過性が高いため腫瘍
に対し治療効果が高いと推察される．
　2．兎及び移植肝腫瘍
（2）
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図2a（上）担癌詰開復写真
図2b（下）転移腫瘍摘出物割面
用として，他の一片は蛍光分布観測用に用いた．蛍
光スペクトル観測にエキシマ色素レーザー経内視鏡
的蛍光測光装置16）17）を使用し，PH－1126励起用の
レーザー光は波長308nmのエキシマレーザーをジ
フェニル・ステイベン（DPS）色素を通して405　nm
に変換し発振した．計測組織の励起により発生した
蛍光は，内視鏡ファイバーからポリクロメーターを
通して分光されテレビモニター上にスペクトルを記
録した．PH－1126各濃度の蛍光強度は，上記の励起
光を使用し蛍光スペクトルを観測し652．4　nmの蛍
光ピークの高さとして計測し検量線とした．この結
果より正常部分と腫瘍部分の蛍光強度を検量線に対
応させ，各部分のPH－1126量を計測し定量的に比
較した．組織内の蛍光分布状態を定性的に比較する
ため，Tissue－Tek　II（三共株式会社製）中にO．　C．
T．Compound（Lab－Tek　Products社製）と共に各
組織を埋没し，一80℃で迅速凍結保存した．凍結標本
をMicrotome　Cryostat（Bright社製）にて5μm
の厚さに切片を作りスライド上に展開し，組織蛍光
測定標本を作製した．蛍光顕微鏡（日本光学社製：倒
立顕微鏡・出射蛍光装置TMD－EF　2）を用い，バン
　　図3a（上）肝転移腫瘍H．　E．染色（ルーペ像）
　　図3b（下）肝転移腫瘍H．　E．染色（×400）
ドパスフィルターで405nmにし，この標本の組織
内に取り込まれたPH－1126を励起させた．蛍光を
観察するために，Cut　Filterにより500　nm以下の
励起光を取り除き，×100の倍率で組織より発生す
る蛍光をカラー連続撮影した．この顕微鏡写真を組
み上げ組織像を再構築し，再度カラー撮影した．こ
の画像上の蛍光分布と標本の癌細胞の分布を比較す
る為に，同一標本をH．E．染色し癌細胞を観察し
た．
III．結 果
　1．実1三三腫瘍
　移植後7日の家兎を開腹し肝表面に白色の腫瘍が
点在しているのを確認した．その存在部位は肝両葉
に数カ所に認められ，肝左葉の注入部位から肝内転
移をおこしたものと推察された（図2a）．肝内転移
巣の腫瘍は生標本割面では6mm×9mmの大きさ
で腫瘍が存在し，中心で壊死を認めた（図2b）．こ
の肝臓をホルマリン固定し，H．　E．染色した後ルー
ペ像で観察すると，2カ所の境界明瞭な転移巣があ
り，中心壊死を認め，VX－7の特徴を示していた（図
（3）
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図9　PH－1126投与後12時間
　（上）蛍光写真　（下）H．E染色像
図11　PH－1126投与後48時間
　（上）蛍光写真　（下）H．E．染色像
　　　　　　　　　　ド　　　　サ
図10PH－1126投与後24時間
　（上）蛍光写真　（下）H．E．染色像
図12　PH－1126投与後72時間
　（上）蛍光写真　（下）H．E．染色像
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　　　図4PH－1126血中濃度の経時的変化
3a）．この転移腫瘍を高倍率（×400）で観察すると，
好塩基性の胞体を持ち，核は大小不同であり，異形
性が強く，かつ核分裂も多い性質を有していた（図
3　b）．
　2．PH－1126血中濃度の経時的推移
　両月とも投与初期にはPH－1126血中濃度の上
昇を認め，6時問後（担癌兎0．5625±0．1254μg／ml，
正常兎0．5508±O．0991　pt　g／ml）にピークに達した．
その後，減衰し72時間（担縫込0．0558±0．0003μg／
m1，正常兎0．0198±0．0006μg／ml）では，両説とも
ほとんど血中より消失した（図4）．また投与後1時
間，3時間，6時問，24時間までは担三三と正常兎の
血中濃度に大差は認めなかった．しかし担二兎と正
常兎の血中濃度の平均値は24時間と48時間の間に
逆転し，48時間（担癌兎0．081±O．Oll　ptg／ml・正常
兎0．0558±0．OOO3　＃　g／ml）以後では血中濃度は正
常兎の方により低い傾向を認めた．二標本t検定に
よると，担門下と正常兎では48時間と72時間にお
いて有意差（P＜0．05）を認めた（表1）．
　3．担癌肝におけるPH－1126の分布状態（蛍光
　　スペクトル測定による比較）
　時間経過にともなう腫瘍部分・正常部分に含まれ
るPH－1126の集積状態は，腫瘍部分の12時間値
を100％　とすると24時間で約76％，48時間で約
73％，72時間で約53％と漸減している．これに対
し，正常部分では12時間で100％，24時間で60％，
48時間で40％，72時間で約7％と腫瘍部分に比べ
急速な減少を認めた．各時問における腫瘍部分と正
72
hour
表1PH－1126血中濃…度の乳癌兎と正常兎
　　における比較
担癌兎 正常兎
1時間 0，206@　±0．0471
0．2241
@　±0．0746
N．S．
3時間 0．3519@　±0．0828
0．3933
@　±0．1428
N．S，
6時間 0．5625@　±0．1254
0．5508
@　±0．0991
N．S．
24時間 0．1188@　±0．00015
0」368
@　±0．0272
N．S．
48時間 0，081@　±0．011
0．0558
@　土0．0003P〈0．05
72時間 0．0558@　±0．0003
0．0198
@　±0．0006P＜0．05
常部分に含まれているPH－1126の濃度を比較す
ると，12時間では腫瘍内蛍光強度は正常部分の約3
倍（図5），24時間では約4倍（図6），48時間では
約5倍（図7），72時間では約24倍であった（図8）．
　4．担癌肝におけるPH－1126の分布状態（蛍光
　　写真による比較）
　投与後12時間では全体がオレンジに発色し，PH
－1126の蛍光が観察されたが，腫瘍・正常部分の区
別はほとんど不可能であった（図9）．24時間後では
腫瘍中心の壊死部分に蛍光は観察されず，その周囲
の残存腫瘍部分ではPH－1126の蛍光が周囲の正
常組織より強く発生していた．しかし，この段階で
は正常部分もかなりの強度で蛍光を発生している
為 腫瘍部分と正常部分の境界は不明瞭であった（図
10）．48時間後では24時間後と同様に腫瘍中心の
壊死部位を除き，腫瘍細胞部分の全体にPH－1126
（5）
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図5PH－1126投与後12時間の蛍光スペクトル
　　（上）腫瘍部分　　　（下）正常部分
図7PH－1126投与後48時間の蛍光スペクトル
　　（上）腫瘍部分　　　（下）正常部分
図6PH－1126投与後24時間の蛍光スペクトル
　　（上）腫瘍部分　　　（下）正常部分
図8PH－1126投与後72時間の蛍光スペクトル
　　（上）腫瘍部分　　　（下）正常部分
（6）
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の蛍光を比較的明瞭に認めた．それに比べ正常組織
の蛍光はほとんど消失し，肝細胞に含まれている構
成物質による自家蛍光の緑色部分が主体になってい
た（図11）．72時間後では腫瘍部分のPH－1126の
蛍光はほとんど消失し，正常部分では自家蛍光であ
る緑色部分は48時間後より明確になった（図12）．
　又，H．　E．染色標本で癌細胞の局在を確認し，　PH
－1126が腫瘍部分に取り込まれ，蛍光を発生してい
ることが確認された．
IV．考 察
本研究では新しい光感受性物質であるPH－1126
を用い，肝癌に対するPDTの可能性を検討するた
めに肝癌実験モデルとしてVX－7細胞株を用い
た．
　1933年Rockefeller研究所のShopeにより報告
されたショープ乳頭腫の原因となるShope　papil－
lomavirus（SPV）を家兎に接種すると，しばしば癌
腫の発生をみる．このようにしてできた家兎の癌腫
から，Rous　らは，可移植性の，いわゆるVX－
serise12）一’”14）と呼ばれる癌細胞株を分離し，家兎の筋
肉内に約80－150世代にわたり継代移植を続け，今日
に及んでいる．これらVX－seriseといわれる癌細胞
株は，人肝癌治療の実験モデル18）一’21）として用いら
れている．これは，同腫瘍が主に肝動脈から供給を
受ける血管過多の腫瘍であるためである．この中で
VX－7は，なおウイルス抗原を保有し続けている株
である．すなわち腫瘍組織内にmaskされたSPV
を含んでいる．VX－7は，局所リンパ節および肺な
どへの転移を示すなど，悪性腫瘍としての性質を持
ち，病理学的にも同様に悪性度が高い腫瘍と理解さ
れている．この癌細胞株は，明るい細胞質を持った
かなり大きな有棘細胞であって，癌細胞巣の中心部
には壊死が強い．転移巣においても同様に壊死傾向
はかなり強く，細胞境界の明らかな上皮性の細胞で，
核分裂像や二三細胞がみられる特徴を持っている．
この癌細胞株を，肝臓に細胞を直接注入することに
より，肝内転移を含む肝腫瘍を発生させた．実験に
用いたVX－7腫瘍は，中心壊死をおこしやすく，径
10mm以上になると壊死部分が大きくなりすぎ，実
験：モデルとしては不適当であるため径5mm～10
mmの大きさで実験を行った．西宮1’）はマウスに投
与されたPH－1126が，経口，静脈内投与のいずれ
も，肺，心臓，胃，腸管，肝，脾，腎，筋肉，皮膚
等の正常臓器では時間経過に伴い急速に排泄され，
腫瘍組織では投与後50時間まで高い集積量を示し，
その後，徐々に排泄されると報告している．しかし，
PH－1126の血中濃度についてはいまだ報告されて
いない．このように作製された胃癌兎と正常兎の
PH－！126の血中濃度の推移を計測した．担癌兎と
正常兎の血中濃度は24時間までは有意差は認めな
かったが，48時間以降の血中濃度は担癌兎で有意に
高かった．本実験で認めた48時間以降に正常兎より
担癌兎のPH－1126の血中濃度が高い現象は，腫瘍
内に取り込まれたPH－1126が腫瘍より徐々に血
中に放出されていることが一つの原因と推察され
た．
　胃癌肝における腫瘍部分と正常部分に含まれる
PH－1126の濃度を比較すると，72時間後において
24倍と最大になった．これは光感受性物質投与後，
正常組織にも多く取り組まれるが，これらの組織で
は時間経過に伴って早く排泄が進み，悪性腫瘍では
光感受性物質の腫瘍親和性のために残存し，濃度勾
配が生まれるという理論による4）．これより，各時間
点における癌組織と正常組織との濃度勾配は72時
間後の24倍が最大であるが，PH－1126静脈投与後
の時間経過にともなうPH－1126の腫瘍朝集積量
は72時間で53回目等値であった．しかし，48時間
後ではピーク時の73％と充分に残存しており，し
かも濃度勾配も5倍の差があった．したがって，
PDDやPDTを行うには投与48時間後が適してい
ると推察された．また本研究では新しい試みとして
同じ組織片の凍結組織蛍光測定標本より得られた蛍
光写真およびH．E．染色像により，癌細胞分布と
PH－1126の集積の相関を解析し，さらに蛍光の定
量による検討との比較を行った．本実験：の結果は蛍
光スペクトルによる蛍光濃度解析とほぼ同様の結果
を得た．すなわち，PH－1126静脈投与後12時間で
の腫瘍部分と正常部分の濃度勾配は3倍であり，両
部位で強い蛍光を発生し，その境界はほとんど区別
できない．24時問では濃度勾配は4倍と広がってい
るが，蛍光写真上，中心壊死部位の周囲に残存して
いる腫瘍部分に，正常よりわずかに強いオレンジ色
の蛍光を認めるものの，正常部分に残る蛍光も強い
ため境界は不明瞭であった．48時間では濃度勾配が
5倍に広がったに過ぎないが，蛍光写真上，腫瘍部分
と正常部分の境界は明瞭になり，腫瘍部分ではPH
－1126の蛍光，正常部分では自家蛍光を発色してい
（7）
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る．72時間では濃度勾配は24倍となるが，腫瘍部分
の蛍光も殆ど消失したため，全体に自家蛍光の緑色
を発生している．これら標本のH．E．染色像によ
り，癌組織と判定された部分と，蛍光の部分が明ら
かに一致しておりPH－1126の腫瘍集積性が証明
された．さらに，腫瘍部分と正常部分の12時間値を
100％として見た時間経過による漸減を考慮して
も，これらの結果を肯定する．すなわち，PDDや
PDTに適していると推察された48時間後の腫瘍部
分の残存はピーク時の73％，正常部分の残存はピ
ーク時の40％であり，腫瘍部分ではPH－1126の
蛍光であるオレンジ色を発色する．しかし正常部分
では腫瘍内残存が半減期を過ぎ，蛍光写真上向部位
においては自家蛍光の緑色の発色が主体になる．24
時間後では腫瘍部分で76％，正常部分で60％と
両方とも半減期をむかえておらず，蛍光写真に認め
られる様に，両部位でPH－1126の蛍光を発色して
いる．一方，72時間後では腫瘍部位で53％，正常部
分で7％と両方ともほぼ半減期をむかえ，蛍光写真
上も自家蛍光の発色が主体になると理解された．こ
の結果は前述の西宮11）の報告を肯定した．以上の結
果よりPH－1126は腫瘍親和性が高く，担癌肝にお
いて静脈内投与後48時間における腫瘍部分と正常
部分の残存量，および濃度勾配が，PDTの可能性を
持つことが示唆された．
V．結 語
　新しい光感受性物質PH－1126および移植肝腫
瘍としてVX－7細胞株を用い実験を行った．この
細胞を家兎肝臓内に移植し，肝内転移を含む固形肝
腫瘍の形成に成功し，肝腫瘍におけるPDTの可能
性について検討して，以下の結果を得た．
　1．PH－1126血中濃度の経時的推移では，担癌兎
正常兎ともに投与後6時間をピークに24時間後ま
でに急速に減少する．しかし，48時間以降の血中濃
度は担癌兎において有意に高かった．
　2．担癌肝におけるPH－1126の分布状態を蛍光
分光測光にて検討した．腫瘍部分は投与後48時間ま
でPH－1126は高い残存を示すが，この後徐々に排
泄され72時間以後にほぼ半減期を示す．これに反し
正常部分では投与初期からほぼ直線的に急速に減少
した．
　3．担癌肝におけるPH－1126の分布状態を迅速
凍結組織蛍光測定標本にて観察した．投与後48時間
における標本で，腫瘍部分でPH－1126のオレンジ
色の蛍光，正常部分で自家蛍光の緑色の蛍光を，そ
れぞれ明確に区別できることが確認された．
　また，この標本のH．E．染色像よりPH－1126は
腫瘍細胞に集積していることが確認された．さらに，
12，24，72，時間の標本も蛍光分光測光による結果
を肯定した．
　4．PH－1126は肝臓においても腫瘍集積性が高
く，正常肝細胞から急速に排泄され，PDT行うため
に十分な濃度勾配が生まれた．つまりPH－1126に
は正常肝細胞に与える損傷をより少なくし，肝臓癌
におけるPDTの可能性があると確信する．
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